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CHAPTER 11




Tot op heden is het opsporen, het stellen van een diagnose en de behandeling van afwijkingen 
aan de baarmoederhals gebaseerd op klassieke klinische en pathologische parameters zoals: het 
beoordelen van een uitstrijkje, het beoordelen van weefsel van de baarmoederhals, bevindingen 
bij lichamelijk onderzoek, etc. In tegenstelling tot andere vormen van kanker zoals borstkanker, 
waar testen gebaseerd op kleine veranderingen in een cel (moleculaire veranderingen) een 
wijziging in de behandeling teweeg hebben gebracht, is dit voor baarmoederhalskanker 
niet het geval. Het opsporen van hoog risico humaan papillomavirus (hr-HPV), het virus dat 
baarmoederhalskanker veroorzaakt, in uitstrijkjes is een uitzondering hierop. Over de invoering 
van deze hr-HPV test wordt echter nog steeds gediscussieerd. Het doel van dit proefschrift  was 
om verschillende moleculaire markers te onderzoeken die gebruikt zouden kunnen worden bij 
het opsporen, het stellen van de diagnose en de behandeling van baarmoederhalskanker.
 Het vroeg opsporen van baarmoederhalskanker door middel van bevolkingsonderzoek heeft  
een daling van het aantal gevallen van baarmoederhalskanker tot gevolg gehad in de landen 
die dit toepassen. De manier van opsporen, de behandeling en het vervolgen van pati ënten na 
een behandeling kan nog steeds verbeterd worden. De eﬀ ecti viteit van het bevolkingsonderzoek 
zouden we kunnen verbeteren met een test die beter is dan het huidige uitstrijkje in het opsporen 
van baarmoederhalskanker en voorstadia hiervan. Een test gebaseerd op methylati e, een 
verandering aan het DNA door het koppelen van een methylgroep aan het DNA, zou een alternati ef 
kunnen zijn. DNA methylati e treedt vroeg op bij het ontstaan van baarmoederhalskanker. Onlangs 
hebben we 13 baarmoederhalskanker specifi eke methylati e markers beschreven [1]. Hoofdstuk 
2 van dit proefschrift  beschrijft  dat 5 van deze 13 methylati e markers (C13ORF18, CCNA1, 
TFPI2, C1ORF166 en NPTX1) meer gemethyleerd waren in weefsel van baarmoederhalskanker 
pati ënten vergeleken met weefsel van gezonde vrouwen. Vervolgens zijn deze 5 methylati e 
markers getest in uitstrijkjes van baarmoederhalskanker pati ënten en pati ënten zonder 
baarmoederhalskanker. CCNA1 en C13ORF18 waren positi ef in 70% (68/97) van de uitstrijkjes 
van pati ënten met baarmoederhalskanker en slechts in 5 en 3 uitstrijkjes, respecti evelijk, van 103 
gezonde vrouwen. Vervolgens zijn deze twee methylati e markers onderzocht in uitstrijkjes van 
pati ënten die verwezen waren met een afwijkend uitstrijkje. Het bleek dat 37% van de mati ge 
tot ernsti ge voorstadia van baarmoederhalskanker, dit zijn afwijkingen die behandeld moeten 
worden, konden worden opgespoord met CCNA1 en C13ORF18. Dit percentage is laag, maar het 
percentage dat positi ef was voor CCNA1 en C13ORF18 en daadwerkelijk een mati g tot ernsti g 
voorstadium had was hoog (96% en 100%). Daarom werd er in deze studie geconcludeerd dat 
deze twee methylati e markers, indien ze positi ef zijn in het uitstrijkje, met name geschikt zijn om 
een pati ënte direct door te verwijzen naar een gynaecoloog. 
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 Een systemati sch overzicht van de literatuur en onze resultaten zoals beschreven in hoofdstuk 
2 geven aan dat methylati e markers voor het opsporen van afwijkingen aan de baarmoederhals, 
die behandeld moeten worden, nog niet geschikt zijn om te gebruiken in het bevolkingsonderzoek 
[2,3]. In hoofdstuk 3 wordt een techniek beschreven, waarbij in één experiment uit 424 
methylati e markers nieuwe methylati e markers konden worden geselecteerd voor het opsporen 
van afwijkingen aan de baarmoederhals. Drie methylati e markers (JAM3, EPB41L3 en TERT) 
werden uit deze groep van 424 methylati e markers geselecteerd. Samen met de door ons eerder 
ontdekte methylati e marker C13ORF18, vormden deze vier methylati e markers onze methylati e 
test. Met deze methylati e test kon in uitstrijkjes 94% van de pati ënten met baarmoederhalskanker 
en 65% van de pati ënten met mati g tot ernsti ge voorstadia van baarmoederhalskanker worden 
opgespoord. Vervolgens is gekeken of in de groep pati ënten die hr-HPV positi ef zijn er meer 
pati ënten worden opgespoord met de methylati e test, hetgeen inderdaad het geval bleek te 
zijn. Wij concluderen dat onze methylati e test een interessante tweede test kan zijn, nadat het 
uitstrijkje is onderzocht op hr-HPV.
 In Nederland gaat 30% van de vrouwen niet in op de uitnodiging van het bevolkingsonderzoek, 
waarin afwijkingen aan de baarmoederhals worden opgespoord [4]. Tegelijkerti jd is bekend, 
dat ongeveer de helft  van alle pati ënten met baarmoederhalskanker uit deze groep vrouwen 
afk omsti g is [5]. Door introducti e van een zogenaamde zelft est neemt deelname aan het 
bevolkingsonderzoek met 30% toe, met name van vrouwen, die normaal gesproken niet 
deelnemen [6]. Een zelft est is geschikt om te gebruiken in combinati e met een hr-HPV test, maar 
niet om de verzamelde cellen te beoordelen onder een microscoop [7]. Om deze reden hebben 
we in hoofdstuk 4 de methylati e markers: JAM3, EPB41L3, TERT en C13ORF18 onderzocht in 
combinati e met een zelft est, afgenomen bij 20 baarmoederhalskanker pati ënten en 23 pati ënten 
verwezen met een afwijkend uitstrijkje. Tevens werden van deze zelft est de verkregen cellen 
beoordeeld op afwijkingen onder de microscoop en bepaald of er hr-HPV aanwezig was. De 
zelft est werd in deze studie vergeleken met het gewone uitstrijkje, dat ook was afgenomen bij 
dezelfde pati ënte. In de groep pati ënten met baarmoederhalskanker was de methylati e test in de 
zelft est positi ef bij 95% (19/20), terwijl de methylati e test in het gewone uitstrijkje ook bij 95% 
(19/20) positi ef was. In de groep pati ënten met baarmoederhalskanker was hr-HPV aanwezig in 
80% (16/20) in de zelft est en in 75% (15/20) in het uitstrijkje. Voor afwijkende cellen was dit 75% 
(15/20) in de zelft est en 95% (19/20) in het uitstrijkje. In de zelft est en uitstrijkjes van pati ënten 
met een mati g tot ernsti ge afwijking aan de baarmoederhals was de methylati e test positi ef in 
67% (10/15) en 80% (12/15), hr-HPV 100% en 100% en afwijkende cellen 73% (11/15) en 80% 
(12/15), respecti evelijk. Voor alle drie de testen was de overeenkomst tussen de zelft est en het 
uitstrijkje hoog. De toepassing van een methylati e test op een zelft est is dus goed mogelijk. Deze 
toepassing moet verder worden onderzocht in een grote groep pati ënten.
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 Mati g tot ernsti ge voorstadia van baarmoederhalskanker worden in het algemeen behandeld 
door deze elektrisch weg te snijden, dit wordt een lisexcisie genoemd. Na deze behandeling 
worden er verschillende protocollen gebruikt om pati ënten te vervolgen en er is niet bekend 
hoeveel pati ënten zich aan dit protocol houden. In Nederland is afgesproken om bij alle 
pati ënten die een lisexcisie hebben ondergaan een uitstrijkje te maken na 6, 12 en 24 maanden. 
In hoofdstuk 5 hebben we onderzocht hoeveel pati ënten zich houden aan dit protocol. Het 
bleek dat 86,2% van de pati ënten het eerste uitstrijkje liet maken, 64,8% het eerste en tweede 
uitstrijkje en slechts 51,2% alle drie de uitstrijkjes liet maken. Het risico op het ontwikkelen van 
opnieuw een afwijking aan de baarmoederhals is groter, wanneer het sneevlak van de lisexcisie 
niet vrij is van de afwijking. Wij hebben gekeken wat het risico is op het ontwikkelen van opnieuw 
een afwijking als het sneevlak juist wel vrij is en dit bleek slechts 1% te zijn in de eerste 12 
maanden na behandeling. Concluderend kunnen we stellen dat veel pati ënten zich niet houden 
aan het in Nederland afgesproken protocol. Tevens kan het eerste vervolg uitstrijkje veilig na 12 
maanden verricht worden, indien het sneevlak vrij is. 
  Na een lisexcisie voor mati ge of ernsti ge voorstadia van baarmoederhalskanker, kan de 
afwijking na de behandeling terugkomen (recidief). Dit kan snel zijn na de behandeling, binnen 24 
maanden, of laat na de behandeling, na 24 maanden. De hypothese is, dat wanneer de afwijking 
binnen 24 maanden na de behandeling terugkomt, er sprake is van een restafwijking, doordat de 
behandeling in eerste instanti e onvoldoende uitgebreid is geweest. Wanneer de afwijking na 24 
maanden terugkomt, is er waarschijnlijk sprake van een nieuw ontstane afwijking. In hoofdstuk 
6 is deze hypothese onderzocht in weefsel van pati ënten bij wie een recidief is vastgesteld, door 
vijf methylati e markers (C13ORF18, CCNA1, DAPK, CADM1 en TFPI2) te testen in zowel de eerste 
afwijking als het recidief. In de groep pati ënten waarbij het recidief binnen 24 maanden ontstond 
waren meer methylati e markers positi ef ten opzichte van de groep waarin het recidief na 24 
maanden ontstond. Uit deze kleine studie hebben we geconcludeerd dat het aantal positi eve 
methylati e markers groter is in de groep pati ënten die binnen 24 maanden een nieuwe afwijking 
ontwikkeld. Dit zou kunnen betekenen dat het binnen 24 maanden ontstaan van een recidief 
niet alleen komt doordat de behandeling onvoldoende was, maar mogelijk ook doordat deze 
afwijkingen agressiever zijn.
 De behandeling van baarmoederhalskanker bestaat uit een operati e al dan niet gecombineerd 
met radiotherapie en/of chemotherapie, of uit radiotherapie gecombineerd met chemotherapie. 
Pati ënten die in eerste instanti e worden geopereerd moeten in sommige gevallen, bijvoorbeeld 
als de lymfeklieren kankercellen bevatt en (positi eve lymfk lieren), aanvullend behandeld worden 
met radiochemotherapie. Om de bijwerkingen van de verschillende behandelingsvormen zoveel 
mogelijk te beperken, verdient het de voorkeur om pati ënten slechts één vorm van behandeling 
te geven. Moleculaire prognosti sche markers zouden een rol kunnen spelen om te voorspellen 
welke pati ënten een betere overlevingskans hebben en bij welke pati ënten er sprake is van 
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positi eve lymfk lieren. In hoofdstuk 7 hebben we op systemati sche wijze de literatuur doorzocht 
om alle bekende moleculaire markers gerelateerd aan overleving en positi eve lymfk lieren te 
identi fi ceren en te onderzoeken of deze moleculaire markers mogelijk klinisch relevant zijn 
in pati ënten met een vroeg stadium baarmoederhalskanker. Er zijn in deze studie veerti en 
moleculaire markers gevonden die onafh ankelijk gerelateerd waren aan de overleving van 
pati ënten (VEGF, HIF1-α, BCL-2, CD44v6, HPV-18, HPV E6/E7 mRNA, EGFR, B-Catenin, c-Met, 
SCC, DTM (SCC/CA-125), Id-1, Cathepsin D en S-phase fracti on). Elf moleculaire markers waren 
gerelateerd aan de aanwezigheid van positi eve lymfk lieren (VEGF, Cyclin A, p16, DNA ploidy, 
EGFR, C-erbB-2, cathepsin D, SCC, CA-125, DTM, PD-ECGF). In deze literatuurstudie werd slechts 
een klein aantal moleculaire markers gevonden die gerelateerd waren aan overleving en positi eve 
lymfk lieren. Op dit moment is er voor deze markers geen toepassing in de dagelijkse prakti jk. 
 Moleculaire markers zijn ook interessant in het kader van het ontwikkelen van nieuwe 
behandelingen voor vroeg stadium baarmoederhalskanker, met name voor de pati ënten die 
vooraf een slechte prognose hebben. De epidermale groeifactor receptor (EGFR) is een eiwit 
aanwezig in de cel en speelt een rol in het kankerproces. Zijn functi e hangt nauw samen met 
die van andere eiwitt en, zoals: pEGFR, PTEN, pAKT, en pERK. In hoofdstuk 8 hebben we de eiwit 
expressie van EGFR, pEGFR, PTEN, pAKT en pERK gerelateerd aan klinische en pathologische 
gegevens van 336 pati ënten met vroeg stadium baarmoederhalskanker (FIGO stadium IB-IIA). 
Het onderzoek toonde aan dat de aanwezigheid van het EGFR eiwit geassocieerd was met het 
type baarmoederhalskanker uitgaande van plaveiselcellen. Afwezigheid van het eiwit pEGFR was 
geassocieerd met een slechte diﬀ erenti ati e van de tumor en afwezigheid van het eiwit PTEN 
was geassocieerd met positi eve lymfk lieren. Indien deze componenten gezamenlijk werden 
onderzocht in een multi variate analyse was geen enkele component individueel geassocieerd 
met overleving. Geconcludeerd werd dat de afwezigheid van het eiwit PTEN geassocieerd is met 
positi eve lymfk lieren en dat het PTEN gen mogelijk een rol speelt in het ontstaan van uitzaaiingen 
in de lymfeklieren.
 Er zijn aanwijzingen dat acti vati e van EGFR gerelateerd is aan een slechtere respons op 
radiochemotherapie en dat medicijnen die specifi ek eﬀ ect hebben op EGFR in combinati e 
met radiochemotherapie de eﬀ ecti viteit van de behandeling zouden kunnen verbeteren. In 
hoofdstuk 9 zijn de componenten EGFR, pEGFR, PTEN, pAKT en pERK onderzocht in een groep 
van 375 pati ënten met baarmoederhalskanker die behandeld zijn met radiochemotherapie 
(FIGO stadium Ib-IVa). In deze studie werd vastgesteld dat het aanwezig zijn van het eiwit 
EGFR een onafh ankelijke voorspeller was voor het slecht reageren op de behandeling met 
radiochemotherapie en gerelateerd was aan slechtere overleving van de ziekte. Onze resultaten 
ondersteunen de gedachte van studies die op dit moment worden uitgevoerd waarbij de pati ënte 




In 2009 is gestart met de vaccinati e tegen HPV 16 en HPV 18, twee belangrijke veroorzakers van 
baarmoederhalskanker, in het nati onale vaccinati e programma in Nederland. Meisjes vanaf 12 
jaar worden ingeënt en ondertussen wordt aan meisjes tussen de 13 en 16 jaar ook vaccinati e 
aangeboden. Het opsporen van baarmoederhalskanker in het bevolkingsonderzoek zal ondanks 
de vaccinati e de komende jaren gewoon moeten doorgaan om twee redenen: 1) het huidige 
vaccin is gericht tegen HPV 16 en 18, 70% van de baarmoederhalskankers wordt daardoor 
veroorzaakt, 2) in de eerste vaccinati e ronde heeft  slechts 50-60% van de meisjes meegedaan. 
Het zal tenminste twee decennia duren voordat het eﬀ ect van de vaccinati e te verwachten is, 
namelijk een daling van het aantal gevallen van voorstadia van baarmoederhalskanker en van 
baarmoederhalskanker. Ook in deze periode moet ingezet worden op verbeteringen van het 
bevolkingsonderzoek. Dit kan door de manier van opsporen te verbeteren en ervoor te zorgen 
dat meer vrouwen deelnemen aan het bevolkingsonderzoek, door bijvoorbeeld gebruik te maken 
van een zelft est. In de periode nadat de vaccinati e het aantal gevallen van baarmoederhalskanker 
heeft  verlaagd, is er met name behoeft e aan een bevolkingsonderzoek, dat de kleine groep 
pati ënten met baarmoederhalskanker opspoort en dat daarbij niet vrouwen naar de gynaecoloog 
worden gestuurd die geen afwijking hebben. De studies die in dit proefschrift  staan hebben laten 
zien dat een methylati e test, ook in combinati e met een zelft est, een mogelijke verbetering kan 
geven van het toekomsti ge bevolkingsonderzoek.
 Onze huidige methylati e test kan 95% van de pati ënten met baarmoederhalskanker, 80% van 
de pati ënten met een ernsti g voorstadium van baarmoederhalskanker en 40% van de pati ënten 
met een mati g ernsti g voorstadium van baarmoederhalskanker opsporen. Hoe onze methylati e 
test het zal doen in een bevolkingsonderzoek zal nog moeten worden uitgezocht. De meeste 
gynaecologen zullen de methylati e test op dit moment niet goed genoeg vinden, maar realiseren 
zich daarbij niet dat het huidige uitstrijkje slechts 55% van de mati ge tot ernsti ge voorstadia 
en baarmoederhalskanker opspoort [8]. Voor de hr-HPV test is aangetoond dat deze test 
baarmoederhalskanker zeer goed opspoort [9,10], maar er worden daarnaast ook veel vrouwen 
positi ef getest, die slechts een voorbijgaande hr-HPV infecti e hebben zonder afwijking aan de 
baarmoederhals. Dit komt met name voor in de groep jonge vrouwen [11]. De uitdaging ligt nu 
in het ontwikkelen van een methylati e test die nog beter is in het opsporen van de voorstadia 
van baarmoederhalskanker en er zijn verschillende methoden om deze methylati e markers te 
ontdekken.
 In dit proefschrift  is aangetoond dat het opsporen van afwijkingen aan de baarmoederhals 
door middel van een methylati e test in combinati e met een zelft est mogelijk is. Deze methode 
zal in een grotere groep vrouwen verder moeten worden onderzocht. Deze methode zal in de 
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toekomst niet alleen het bevolkingsonderzoek kunnen verbeteren in Nederland, maar zal ook in 
landen waar geen bevolkingsonderzoek is een prakti sch alternati ef kunnen zijn. 
 Een fenomeen dat in ogenschouw genomen moet worden in het kader van het gebruik van 
een methylati e test in de dagelijkse prakti jk is het zogenaamde ‘veld eﬀ ect’. Dit fenomeen is voor 
het eerst beschreven in 1953 door Slaughter en collega’s en gaat ervan uit dat normaal uitziende 
cellen die om de kankercellen heen liggen al moleculaire veranderingen hebben ondergaan, 
die ook gezien worden in kankercellen [12]. Bekend is dat methylati e ook waargenomen kan 
worden in ‘normaal’ weefsel dat om de het kankerweefsel heen ligt [13–15]. Het zou interessant 
zijn om dit fenomeen te onderzoeken in baarmoederhalskanker. Het zou kunnen zijn dat indien 
een voorstadium van baarmoederhalskanker verwijderd wordt, methylati e nog steeds aanwezig 
blijft . Een plausibele hypothese zou kunnen zijn dat in deze gevallen een afwijking aan de 
baarmoederhals sneller terugkomt. In de toekomst zou de methylati e test onderzocht moeten 
worden in een groep pati ënten bij wie door middel van een lisexcisie een voorstadium van 
baarmoederhalskanker is verwijderd. 
 Het terugkeren van een afwijking van de baarmoederhals treedt slechts op in ongeveer 10% 
van de pati ënten die behandeld zijn met een lisexcisie [16,17]. Dit betekent dat ruim 90% van 
de pati ënten vervolgens routi nemati g wordt vervolgd met uitstrijkjes na 6, 12 en 24 maanden, 
zonder hier voordeel van te hebben. Daarnaast neemt slechts 50% van de pati ënten volledig deel 
aan dit protocol [16]. Deze relati ef ineﬃ  ciënte benadering zou verbeterd kunnen worden door 
pati ënten die een klein risico hebben om opnieuw een afwijking te ontwikkelen minder intensief 
te vervolgen. In dit proefschrift  is aangetoond dat het eerste uitstrijkje veilig na 12 maanden kan 
worden verricht bij pati ënten bij wie de sneevlakken van de lisexcisie vrij zijn. In een Nederlandse 
studie, waarin de hr-HPV test onderzocht werd na een lisexcisie, werd aangetoond dat na een 
lisexcisie indien het uitstrijkje en de hr-HPV test niet afwijkend waren na 6 maanden, het vervolg 
uitstrijkje na 12 maanden kon worden overgeslagen [18]. Een andere opti e zou kunnen zijn, 
indien de sneevlakken vrij zijn, na 12 maanden een uitstrijkje te maken en een hr-HPV test te 
verrichten. Als beide testen niet afwijkend zijn zou de pati ënte verder vervolgd kunnen worden 
in het reguliere bevolkingsonderzoek (een uitstrijkje eens in de 5 jaar). De pati ënten van wie 
de sneevlakken niet vrij zijn zouden het normale vervolgonderzoek moeten doorlopen met de 
toevoeging van de hr-HPV test. Indien het uitstrijkje en de hr-HPV test niet afwijkend zijn na 6 
maanden, kan het vervolgonderzoek na 12 maanden worden overgeslagen. Deze benadering zal 
moeten leiden tot een eﬃ  ciënter en kosteneﬀ ecti ever vervolgschema voor pati ënten met een 
afwijking aan de baarmoederhals die behandeld zijn met een lisexcisie.
 In het kader van het verbeteren van de huidige behandeling van baarmoederhalskanker is 
het identi fi ceren van pati ënten met een slechte overlevingskans van belang, omdat zij wellicht 
kunnen profi teren van innovati eve behandelingsvormen, die ingrijpen op specifi eke moleculaire 
veranderingen in de kankercel. Studies die het voorkomen en het belang voor het biologisch 
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gedrag van dergelijke moleculaire veranderingen in baarmoederhalskanker onderzoeken kunnen 
eerste aanwijzingen voor dergelijke nieuwe therapieën opleveren. 
 De aankomende jaren zal het onderzoek betreﬀ ende baarmoederhalskanker in Nederland 
en in het Westen zich moeten focussen op: 1) een eﬃ  ciëntere vaccinati e strategie tegen meer 
hr-HPV types dan de twee in de momenteel beschikbare vaccins, waarbij de parti cipati egraad 
verbeterd dient te worden 2) een betere moleculaire test voor het bevolkingsonderzoek naar 
baarmoederhalsafwijkingen en 3) innovati eve behandelingen voor baarmoederhalskanker 
pati ënten, gebaseerd op specifi eke moleculaire afwijkingen in de kankercel. Gezien het feit dat 
tegenwoordig 80% van alle pati ënten met baarmoederhalskanker in ontwikkelingslanden leven 
[19], zal het onderzoek in deze landen zich moeten focussen op grootschalige introducti e van 
goedkope vaccins, die slechts één keer toegediend dienen te worden.
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